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Interagao de Norfloxacina com surfactantes iénicos

4.1

Interagao de Norfloxacina com SDS

Apresentaremos, a seguir, resultados de absor¢do UV-vis, fluorescéncia
estacionaria e decaimento de fluorescéncia de norfloxacina em presenca de SDS.
Como a norfloxacina se apresenta em diferentes formas, dependendo do pH,
apresentaremos os diferentes resultados para cada forma: cationica, em pH 4,0,
zwitterionica, pH 7,4 e anidnica, pH 10,8. Em seguida apresentaremos o resultado
de uma titulagdo em pH de NX em presenca micelas de SDS em concentragio

fixa.
411 pH 4,0

As Figuras 4.1 e 4.2 apresentam, respectivamente, os espectros de absorcao
e fluorescéncia de NX em tampao pH 4,0, em presenga de diferentes
concentragdes de SDS. O espectro de absor¢do apresenta um leve deslocamento
do pico em 276 nm para 280 nm entre as concentracdes de SDS de 1 e 3
mmol.L". Os espectros de emissdo de fluorescéncia apresentam duas fases bem
distintas: a primeira ocorre em baixas concentragdes de SDS e provoca uma
pequena reducdo do rendimento quantico, e cessa em concentragdo de SDS ao
redor de 1,5 mmol.L"'. A segunda fase é caracterizada por um deslocamento
hipsocromico da fluorescéncia, de 440 nm a 432 nm, e um aumento significativo
do rendimento quéntico. Esse efeito atinge satura¢do ao redor de 8 a 10 mmol.L™

de SDS.
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Figura 4.1. Espectros de absorgdo da NX em solugdo aquosa (tampao universal pH 4,0) e o efeito
da titulagdo de SDS. Concentragao da NX: 8 umol.L‘1.
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Figura 4.2. Espectros de fluorescéncia da NX em solugdo aquosa (tamp&o universal pH 4,0) e o
efeito da titulagio com SDS. Concentrago da NX: 8 umol.L” .Excitagdo em 318 nm.

A CMC de um detergente pode ser detectada por uma sonda fluorescente,
uma vez que a formagao de micela provoca uma mudanga abrupta no espectro de
emissao, como explicitado na Secdo 3.2. Tal mudanga ocorre numa concentragao

de SDS acima de 1,5 mmol.L™". Portanto, h4 um indicio de que a CMC esta por
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volta dessa concentragdo. No entanto, a CMC de SDS em agua é em torno de 9
mmol.L™' (Mohajeri et al., 2012). Apesar de a forca idnica do tampdo alterar a
CMC, nd3o ¢ esperada uma diminuicdo tdo pronunciada, sugerindo que ha
interacdo entre NX e SDS na fase pré-micelar, que facilita a formacao de micelas
e faz com que a CMC de SDS diminua.

Torna-se entdo possivel entender as modificagdes nos espectros como
resultado da interagdo com SDS em fases diferentes: uma pré-micelar, na qual NX
interage com os mondomeros de SDS, facilitando a formag¢ao de micelas, e outra na
qual as moléculas de NX estao ligadas as micelas, apresentando maior rendimento
quantico. Como o grupo amina apresenta-se protonado, ele se localiza na
superficie da micela, interagindo fortemente com as cabegas polares negativas das
moléculas de SDS.

A Figura 4.3 apresenta a variagdo da fluorescéncia de NX, em 432 nm, em

funcdo da concentragdao de SDS
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Figura 4.3. Variagao da fluorescéncia da NX em 432 nm em solugédo aquosa (tampé&o universal pH

4,0) como fungao da concentragao de SDS.

Os pontos experimentais foram ajustados pela equacdo (3.1), que descreve
um modelo de dois estados, NX foi da micela ou na fase micelar, associada as
micelas de SDS. Tal modelo nao inclui modificagdes na fase pré-micelar, que
foram pequenas, mas supde apenas NX foi ou dentro de micelas e, por isso, 0s

pontos correspondentes as intensidades de fluorescéncia antes da transigdo


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1112913/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1112913/CA

38

(concentragdes abaixo da CMC,iguais ou inferiores a 1,5 mmol.L™"), foram
desconsiderados para o ajuste. Dessa maneira, foi obtida uma constante de
associacao a micelas, K, = (5,4 + 0,4).103 L.mol! ¢ uma CMC = (1,83 = 0,01)
mmol.L'para o SDS em presen¢a de NX. A mudanga brusca do espectro de
emissdo se deve justamente a formagao de micelas.

Durante a titulagdo com o SDS foi analisado o decaimento da fluorescéncia.
Uma rapida andlise da Figura 4.4 mostra que ha uma um repentino aumento no
tempo de vida quando a concentra¢do do surfactante passa de 1 a 3 mmol.L™"
Sustentando a hipdtese anterior, que as variagdes bruscas nas propriedades fisicas
da NX se devam a formacao das micelas de SDS, encontra-se o tempo de vida de
NX associada as micelas. Ademais, a interagdo com os monomeros de SDS nao

alterou o tempo de vida da NX.
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Figura 4.4. Curvas de decaimento de fluorescéncia da NX (8 uM) em solugédo aquosa (pH = 4,0).

Excitagdo em 330 nm e emissdo em 432 nm.

Utilizou-se uma analise global das curvas de decaimento, onde foi possivel
encontrar dois tempos de vida que ajustaram todos os decaimentos, contribuindo
com diferentes percentagens segundo a concentracdo do surfactante. Foi
identificado o tempo de vida 1, = 1,48 ns, como correspondente ao tempo de vida
dos ions de NX em fase aquosa (solugdo tampao universal pH 4,0) e um tempo de
vida mais longo, 1,= 2,75 ns, como correspondente a NX na fase micelar.

A Figura 4.5 mostra como as contribui¢des relativas desses dois tempos de

vida variam com o aumento da concentragdo de SDS. Ajustando-se a curva
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segundo o modelo de Boltzmann, equacdo (3.2), foi possivel identificar o ponto
de inflexdo da sigmoide como (1,9 + 0,1) mmol.L™". Esse valor pode ser tomado
como a CMC, muito parecido com o valor encontrado a partir da fluorescéncia

estacionaria.
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Figura 4.5. Variagdo da contribuigdo relativa dos tempos de vida em fungédo da concentragéo de

SDS (tampé&o universal pH 4,0).

Os espectros de absor¢do e de fluorescéncia das fluorquinolonas sio
extremamente sensiveis ao seu estado de carga (Luiz 2009, Mohr e Monti, 2002).
Como o espectro de absor¢do tem uma variagdo muito sutil na presencga de SDS, ¢é
de se inferir que o equilibrio i6nico da NX em pH 4,0 ndo foi alterado pela
associagdo com as micelas de SDS, de maneira que a NX segue em sua forma
cationica, com o grupo acido protonado. Segundo essa ideia, a regido amina esta
na superficie da micela, uma vez que seria termodinamicamente desfavoravel ter
uma carga elétrica num meio apolar. Pela mesma razao, possivelmente a regido do
grupo funcional carboxila se encontra penetrando mais na micela, visto que o
mesmo ¢ vizinho a regido mais hidrofobica desse antibidtico e nesse pH esta

neutralizado.
412 pH74

A Fig. 4.6 apresenta os espectros de absor¢ao da norfloxacina em presenca
de concentragdes crescentes de SDS. Em baixas concentracdes de SDS ([SDS] <

2,7 mmol.L™") praticamente ndo héa variagdo no espectro de absor¢io. Entre 2,7 e
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3,5 mmol.L™!, hd uma variag¢do intensa e abrupta, levando o pico de absor¢do de
272 para 280 nm e uma redugdo nas duas bandas absor¢ao em 323 ¢ 334 nm, com

deslocamento hipsocromico.
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Figura 4.6. Espectro de absorgdo da NX em solugdo aquosa (tampao universal pH 7.4) e o efeito
da titulagdo de SDS. Concentragdo da NX: 8pmoI.L'1.

O espectro de absor¢do apresenta trés pontos isosbésticos, em 273, 318 ¢
em 345 nm. A presenca desses pontos sustenta uma hipotese de transicao de fase
entre duas espécies e, ademais, a mudanga brusca no espectro pode estar
relacionada com o processo de micelizacdo. Ou seja, também em pH 7,4 as
mudangas no espectro estdo sugerindo que a CMC do SDS esteja se deslocando
de ~ 8 mmol.L" (Secgdo 1.3.1) para concentragdo menor do que 3 mmol.L™.

Baixas concentragdes de SDS (< 2,7 mmol.L") também alteram pouco o
espectro de fluorescéncia de NX (Figura 4.7), levando a crer que a interacdo pré-
micelar ndo muda muito suas propriedades. Mas os espectros de fluorescéncia
também evidenciam uma transi¢do de fase quando a NX em solucdo aquosa (pH
7,4) interage com micelas de SDS. Nesse pH, as moléculas de NX também se
distribuem entre dois ambientes distintos, um aquoso, no qual NX interage
fracamente com os mondmeros de SDS, e um micelar. A presenca de um ponto
isoemissivo em 406 nm, para concentragdes de SDS acima de 2,7 mmol.L ™,
sustenta a hipotese da transicao entre duas espécies, para concentragdes acima da

CMC.
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Na fase aquosa ([SDS] < 2,7mmol.L™") NX se caracteriza por um pico de
emissdio em 409 nm e na fase micelar ([SDS] > 2,7 mmol.L") hd um
deslocamento batocromico da emissdo, para 432 nm (Fig. 4.7). Através desse
deslocamento, relacionado com a formagao de micelas, ¢ possivel novamente
perceber que as interagdes entre mondmeros de SDS e NX estdo reduzindo a

CMC do SDS. Ademais, o aumento do rendimento quantico cessa ao redor de 20

mmol.L".
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Figura 4.7. Espectro de fluorescéncia da NX em solugdo aquosa (tampao universal pH 7.4) e o
efeito da titulagdo de SDS. Concentragdo da NX: 8 umol.L-1 Excitagdo em 318nm..

A variagdo da fluorescéncia em 406 nm foi selecionada para estudar as
interagdes pré-micelares (Fig. 4.8 a), pois a mesma ¢ sensivel a baixas
concentracdes de surfactante e indiferente a concentra¢des acima de 4,0 mmol.L™.
Esse grafico sugere uma CMC de cerca de 3,0 mmol.L™,

O grafico da Figura 4.8 (b), da variagdo de fluorescéncia de NX em 432 nm
em fun¢do da concentragdo de SDS, corresponde ao efeito da associagdo com
micelas, ja que s6 acima da CMC ha variagdo significativa nesse comprimento de
onda (ver Fig. 4.7). Portanto, somente os pontos acima da CMC foram ajustados
com a equacdo (3.1) .Utilizou-se o modelo de dois estados (Materiais € Métodos)
e encontrou-se uma CMC = 2,75 mmol.L"' e uma constante de associacao K, =

(1,68 £ 0,04) . 10° L.mol ™,
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Figura 4.8. Variagéo da fluorescéncia da NX em (a) 406 nm e em (b) 432 nm, em solugédo aquosa

(tampéo universal pH 7,4) como fungéo da concentragdo de SDS.

Observa-se que a constante de associagdo de NX catidnica as micelas de
SDS (pH 4,0) ¢ cerca de trés vezes maior do que a de NX zwitteridnica.

O decaimento da fluorescéncia (Fig. 4.9) mostra que o tempo de vida da NX
em sua fase aquosa (pH = 7,4) passa de 1,24 para 2,75 ns ao associar-se as
micelas de SDS. Este ultimo ¢ o mesmo tempo de vida encontrado quando a NX
estd completamente incorporada as micelas de SDS em solucdo aquosa de pH 4,0.
Este fato indica que a estrutura da NX na fase micelar independe do pH externo,
pelo menos na faixa entre 4,0 ¢ 7,4.

Através da andlise global pode-se perceber que esses dois tempos de vida, 1)
= 1,24 ns e 1, = 2,75 ns, ajustam todos os decaimentos. A variagdo de suas
contribuigdes relativas como fun¢do da concentracao de SDS esta apresentada na
Figura 4.10. A equagdo de Boltzmann ajustou os dados e, desse modo, obteve-se a

CMC = (2,61 +0,01) mmol.L™" (ver Materiais ¢ Métodos).
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Figura 4.9. Efeito da titulagdo de SDS no decaimento de fluorescéncia. Excitagdo em 330 nm e

Emissdao em 432nm.
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Figura 4.10. Efeito da titulagdo com SDS nas contribuiges relativas dos tempos de vida. Excitagdo

em 330 nm e emissdo em 432 nm.

As Figuras 4.11 e 4.12 apresentam uma comparacao entre os resultados de
NX em pH 4,0 ¢ 7,4 em auséncia e em presenca de concentragao saturante de
SDS. O fato de os espectros de absor¢ao e emissdo, assim como o decaimento da
fluorescéncia serem rigorosamente iguais na presenca de micelas, implica que a
estrutura da NX incorporada as micelas de SDS ¢ bastante similar, independente
do pH externo. Ou seja, como proposto na Secdo 4.1.1, a NX estaria com seu

grupamento amina catidnico na superficie da micela e com o heterociclo que
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contétm o grupo carboxil neutralizado penentrando na fase hidrofobica. No
entanto, em pH 7,4 a carboxila estaria ionizada. Entdo, conclui-se que deve estar
havendo protonagao da carboxila devido ao aumento da concentracdo de ions
H;O" na superficie das micelas (diminui¢io do pH local), causado pela

distribuicdo de cargas negativas das moléculas de SDS.
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Figura 4.11. Espectros de absorcéo (a) e fluorescéncia (b) da norfloxacina na fase micelar em pH
7,4 (preto) e 4,0 (vermelho) [SDS] 21mMem pH 7,4 e 10 mMem pH 4,0.
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Figura 4.12. Decaimento da fluorescéncia da NX em solugdo aquosa, tampé&o universal: pH 4,0 e
pH 7.4, com e sem SDS (ver legenda no grafico). Concentragéo de SDS igual a 10 mmol.L™ em
pH 4.0 e 28,5 mmol.L".em pH7 4.

Sortino (2005) percebeu que em situagdes saturantes de SDS em solugdo

aquosa (tampao fosfato pH 7,4) o espectro de absor¢do do conjunto NX-SDS ¢
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muito similiar ao da forma cationica da NX, o que o levou a propor que, quando
em micelas de SDS, a NX estéd protonada. Entretanto, o que ele ndo percebeu, nem
mesmo estudou, foi que apesar da pouca alteragdao no espectro de absor¢ao da NX
protonada em auséncia e presenga de SDS, houve uma grande variagdo no
espectro de emissdo, bem como no decaimento da fluorescéncia.

Na realidade, o que encontramos foi que, dentro das micelas de SDS, os
espectros de absor¢do e fluorescéncia da NX, bem como o seu tempo de vida
(2,75 ns), foram rigorasamente os mesmos em diferentes pHs, indicando que a NX
dentro da micela ndo “sente” o meio externo, ao menos na faixa de pH entre 4,0 ¢
7,4. A estrutura da NX quando nas micelas de SDS nao depende do pH, sugerindo
que o grupo amina protonado estd na superficie da micela e o grupo carboxila
neutralizado, no interior da micela. Esta neutralizacdo do grupo acido se da,
provavelmente, por conta da alta concentracdo de hidronio na superficie das
micelas, como mencionado no pardgrafo anterior, o que a torna uma microrregiao
de baixo pH.

A comparacao das constantes de associagdao encontradas neste trabalho com
as encontradas por Sortino (2005) se faz dificil, visto que o autor ndo indicou qual
o numero de agregagdo e a CMC utilizados para o ajuste dos pontos
experimentais, como também ndo fez referéncia alguma a interagdes pré-
micelares. Caso seja utilizado o niimero de agregacdo fornecido pela Sigma-
Aldrich N = 62, ¢ possivel calcular que o valor da constante de associacdo

encontrado nesta dissertacdo ¢ 1,8 vezes maior do que o de Sortino.

413 pH10,8

O espectro de absor¢cdo da NX quando titulada com SDS em solugdo tampao
de pH 10,8 (Fig. 4.13) ndo sofre grandes alteracdes, sugerindo que nesse pH a NX

interage fracamente com as micelas de SDS.
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Figura 4.13. Espectro de absorgdo da NX em solugdo aquosa (tamp&o universal pH 10,8) e o efeito

da titulagdo com SDS. Concentrag&o de NX: 8 ymol.L™.

A intensidade de fluorescéncia das fluorquinolonas ¢ significativamente
afetada pelo pH, e o rendimento quantico ¢ altamente reduzido em pHs acima de
8, ja que a forma anidnica da NX ndo ¢ fluorescente (Casajeros, 2009; Mohr e
Monti, 2002). A NX em pH 10,8 apresenta um rendimento quantico muito
baixo, quando comparado com os rendimentos em pH 7,4 ¢ 4,0, ¢ um pico de
emissdo em 416 nm (Fig 4.14). A titulagdo com SDS provoca um aumento na
emissdo de fluorescéncia e um deslocamento para o azul, chegando a 407 nm,
que € o pico de emissdo da NX em sua forma zwitterionica.

Os efeitos provocados pelo aumento da concentracdo de SDS (incremento
no rendimento quantico ¢ deslocamento para o azul) ndo saturaram mesmo em
concentracdes tdo altas quanto 288 mmol.L" (ver Fig.4.14). O espectro de
fluorescéncia foi pouco sensivel a baixas concentragdes do detergente.

O modelo de dois estados utilizado para obter a constante de associacao
requer mais pontos perto da saturacdo do que os da Fig. 4.14 (b) para que o erro
no valor de K, ndo seja grande. Ainda assim, foi possivel obter um valor
aproximado para Ky, (5 + 1 L.mol™), muito menor do que em pH 4.0 ¢ 7,4.

A baixa associagdo de NX com micelas de SDS em pH alto esta de acordo
com o fato de se apresentar na forma anidnica nesse pH e, por conseguinte, sofrer
repulsdo eletrostatica das micelas de SDS que também sdo -carregadas
negativamente. Mas o fato de haver alguma associagdo indica que, apesar da
repulsdo eletrostatica, a interacao hidrofoébica da NX anidnica a leva a se associar

a micela, ainda que com baixa constante de associacao.
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Figura 4.14.(a) Espectros de fluorescéncia da NX em solugéo aquosa (tampao universal pH 10,8) e
o efeito da titulagdo de SDS. Concentracdo da NX: 8 uymol.L-1 Excitagdo em 318nm.(b)

Fluorescéncia em 407 nm em fung&o da concentragao de SDS. A linha continua € o resultado do fit
com o modelo de 2 estados (um sitio de ligacao).

A Fig. 4.15 apresenta o decaimento da fluorescéncia de NX em pH 10,8 e
em concentragdes crescentes de SDS. Observa-se que, em tempos pequenos, O
coeficiente angular da curva praticamente ndo varia, mas em tempos maiores ha
uma contribui¢do crescente de um tempo de vida mais longo.

Foram obtidas, entdo, curvas de decaimento nas mesmas condi¢des, mas
usando apenas a solugdo de SDS. Observou-se que esse tempo de vida mais longo
aparece em auséncia de NX e se deve, portanto, a impureza. Em pH 10,8 essa

contribui¢do se torna relevante pois a fluorescéncia da NX é muito baixa.
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Figura 4.15. Decaimento da fluorescéncia de NX em solugdo aquosa tampao universal pH 10,8 e o

efeito da titulagdo com SDS.

A Tabela 4.2 mostra os resultados da analise dos decaimentos usando

dois tempos de vida.

Tabela 4.2

[SDS] 5
(mmol.L™) T1(ns) Fi (%) To(ns) F> (%) Y

0 1,19 78,6 3,31 21,4 1,18

10 1,19 61,6 3,58 38,4 1,23

19,5 1,21 62,7 3,90 37,3 1,21

43 1,25 60,7 4,36 39,3 1,01

100 1,25 59,2 3,69 40,6 1,14

288 1,27 80,9 3,00 19,1 1,10

Em pH 10,8 a NX apresentou dois tempos de vida, um de 1,2 ns (igual ao
de NX zwitterionica) e outro mais longo, de 3,3 ns, com uma contribuigdo relativa
menor (provavelmente devido a impureza). Em concentragdes de SDS mais altas,
o tempo de vida t; aumenta um pouco, até 1,27 ns. Em baixas concentragdes de
SDS as moléculas de NX sdo repelidas pela interagdo eletrostatica, no entanto o
incremento da concentragdo de micelas de SDS aumenta a probabilidade de NX se
associar, e sofrer acdo da microrregido de pH mais baixo, tendo maior

probabilidade de assumir a forma zwitterionica, tornando-se fluorescente.
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41.4 Titulagao em pH de NX em presenca de micelas de SDS

Observou-se nas secdes 4.1.1 e 4.1.2 que concentracdes de SDS da ordem
de 25 mmol.L"' sdo saturantes para associacdo de NX tanto em pH 4.0 como em
7.5. Nessas concentracdes apenas a NX anidnica ndo se associa. Foi entdo
realizada uma titulagio em pH em concentracio fixa de NX, 8 pmol.L™, e de
SDS, 25 mmol.L". As Figuras 4.16 ¢ 4.17 mostram os espectros de absor¢do UV-
Vis e de fluorescéncia nos diferentes pHs. Observa-se que, com o decréscimo de
pH, tanto o espectro de absor¢ao como o de fluorescéncia sofrem modificagdes
que tendem aos respectivos espectros da espécie cationica incorporada as micelas.
De fato, com o decréscimo do pH o grupo amina torna-se catidnico e cada vez
mais moléculas de NX na forma catidnica se incorporam as micelas. Na inser¢ao
da Fig. 4.17 observa-se a variacdo da intensidade de fluorescéncia em 430 nm,
caracteristica de NX em micelas de SDS, em fun¢do do pH. A curva continua € o
ajuste por minimos quadrados usando a seguinte equagdo (Luiz et al., 2011):
L1075 11, 1077
107K 11077

I (4.1)

Observa-se que o valor de pK,, correspondente a protonacdo da amina, foi
deslocado de 8.6 para 9,1 na presenga de 25 mM de SDS. Nessa concentragdo de
SDS a forma zwitteridnica da NX praticamente ndo ocorre, j4 que a associacao

com as micelas aniOnicas estabiliza a forma catidnica da NX.

NX - SDS oH
\ — 114
SDS 25 mM —10.6
10.1
—9.84
9.50
—9.14
8.66
—7.87
—7.20
—6.50
—5.70
—47
—40

Absorbancia

T T
350 400

T
300

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.16. Espectros de absorgdo UV-Vis de NX em tamp&o universal em presenga de SDS,
25 mmol.L™", em diferentes valores de pH.
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Figura 4.17. Espectros de fluorescéncia de NX em tamp&o universal em presenga de SDS,

25 mmol.L™", em diferentes valores de pH.
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4.2

Interacdo de Norfloxacina com micelas de CTAB

Em solucdo aquosa, o fon Br' de CTAB sobre uma dissociagdo, e a micela
fica com uma carga liquida positiva.
Os espectros Opticos de NX ndo sofreram qualquer modificacdo quando

titulada com o CTAB em concentragdes abaixo da CMC, ~1 mmol.L™.
421 pHA4,0

Em pH 4,0 a forma mais comum da NX ¢ a cationica ¢ as micelas de
CTAB também possuem carga liquida superficial positiva. Portanto ha uma
repulsdo eletrostatica entre os ions de NX e as cabecas de carregadas do CTAB.
Como era de se esperar os espectros Opticos ndo sofreram nenhuma alteracao
significativa, indicando que neste caso a interacdo eletrostitica ¢ dominante

sobre as interagdes hidrofobicas (Fig. 4.18) e ndo ha associacio.

o - 2.5x106
04d 2) [CTAB] (mmol.L™") b)
0
- y e 2.0x108
—25
037 ——50
] N 1.5x108
—27.0

—60.5

1.0x108

Absorbancia
o
N
1

0.1

Intensidade (u.a.)

5.0x10%

0.0
T v T T - 1T _ + T 7
300 350 400 350 400 450 500 550

0.0 —

1
250
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.18. Espectros opticos da NX e o efeito da titulagdo com CTAB. a) Espectro de absorgao.

b) Espectro de fluorescéncia. NX em solugéo tampéao universal pH 4,0. A= 318 nm.

O decaimento da fluorescéncia também foi investigado durante a titulacao
com CTAB (Fig.4.19). Mesmo em altas concentracdes de CTAB (~60.5
mmol.L™") o tempo de vida de NX nio foi alterado, continuando igual ao de NX
em solucdo aquosa pH 4,0, 1, = 1,48 ns, ratificando o argumento inicial de que a
repulsdo eletrostatica ¢ dominante e impede que NX se associe as micelas de

CTAB.
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Conclui-se que a forma catidonica de NX ndo se associa a micelas de CTAB.

Fotons

10000

1000

100

[CTAB] (mmol.L™")
= Prompt

0

1.2

25

12

27

® V A 4 > o

[&)]

-'*»u‘nk«'wlo&w»\-“dm,;"- DN

Tempo (ns)

Figura 4.19. Decaimento da fluorescéncia da NX em solugdo aquosa (tamp&o universal pH 4,0) e o

efeito da titulagdo de CTAB. hexc =330 Nnm € Aemissao = 440 nm.

422

pH 7,4

A interagdo entre os zwitterions de NX e as micelas de CTAB foi

investigada. O espectro de absor¢do da NX em titulagido com CTAB (Fig. 4.20)

ndo apresenta alteragdes significativas.

Absorbancia

[CTAB] (mmol.L™)
—0
—12
—25
—60
—13.0
—217
—37.0

——68.0

T T
300 350

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.20. Espectro de absorgdo da NX em solugdo aquosa (tamp&o universal pH 7,4) e o efeito

da titulagdo com SDS.
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Os espectros de absor¢do foram corrigidos pelo fator de diluigdo. Ha
contribuicdo em 220 nm, mas ¢ devido exclusivamente ao surfactante e ndo a um
efeito do surfactante em NX.

Os espectros de emissdo de NX titulada com CTAB (Fig 4.21) apresentam
supressdo. Essa diminui¢dao na intensidade de fluorescéncia poderia ser devida a
supressdao promovida por ions de bromo, que se dissociam do surfactante quando
este se encontra em solugdo aquosa. No entanto, ndo se observa variagdo no tempo
de vida (Fig. 4.22), indicando que ndo hé a supressdo dinamica que seria causada
por ions Br” em solucdo. A titulagdo com CTAB nio foi capaz de alterar o tempo
de vida (Fig. 4.22), que continua sendo o mesmo da NX em solugdo aquosa pH
7,4, 11 = 1,24 ns.

Uma explicagdo plausivel para a supressdo observada ¢ que, ao se localizar
na superficie da micela de CTAB, as moléculas de NX encontrem uma regido de
pH mais alto e, pelo menos parte delas, tenham o grupo amina protonado. Como
nessa forma anidnica as moléculas de NX nao sao fluorescentes, isso explicaria na

diminuic¢ao da fluorescéncia.

[CTAB] (mmol.L™") 16

2.5x10897 ——¢ 15.]
{1 ;g 14
20x1064 — 6.0 134

— ] —130
© —217
2 15x10°4 ——370
(0] —_—
g T ggg E) 2'0 4'0 6|0 8|O
2 1.0x1004
C
_9 J
=

5.0x10° -

0.0-

T T T 1
400 450 500 550

Comprimento de onda (nm)

T
350

Figura 4.21. Espectro de fluorescéncia. NX em solugdo aquosa (tampao universal pH 7,4). A, =
318 nm. Insercdo: Grafico de Stern-Volmer, A = 409 nm.Linha reta é o ajuste linear com r? igual a
0,995.

O grafico de Stern-Volmer ¢ apresentado na insercao da Fig. 4.21. Os
pontos foram ajustados por uma reta com uma constante de Stern-Volmer igual a
Ksv=(6,0+0,1) L.mol". O carater linear sugere também duas classes de

moléculas: fluorescentes, em solugdo aquosa longe das micelas, e ndo
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fluorescentes, localizadas na superficie da micela € com o grupo amina protonado.
E importante observar que aconstante de Stern-Volmer é pequena, considerando-
se supressao estatica, indicando que a constante de associacao ¢ pequena (que € a
propria Kgy, nesse modelo).

Conclui-se que a NX zwitteridnica se associa fracamente a micelas de

CTAB, com constante de associa¢io de apenas 6,0 L.mol™.

[CTAB] (mmol.L™")
+ Prompt

0

1.2

2.5

6.0

13.0

37.0

68.0

80.5

10000 A

1000 o

Foétons

100 o

Tempo (ns)

Figura 4.22. Decaimento da fluorescéncia da NX em solugdo aquosa (tampé&o universal pH 7,4).

Aexcitaggo = 330 NM € Aemissao = 409 nm.

423 pH10,8

Neste pH a forma mais comum da NX ¢ a anidnica, o que levaria a prever
uma a atracao eletrostatica entre NX e as micelas catidnicas. Era de se esperar que
a atragdo eletrostatica entre o grupo carboxil (ionizado neste pH) e as cabecas
positivas das micelas de CTAB atraissem a molécula para superficie da micela,
enquanto os anéis policiclicos, por conta das interagdes hidrofébicas, tenderiam a
ficar para dentro da micela. De maneira, a interacdo hidrofébica e a atracdo
eletrostatica deveriam manter a molécula de NX intercalada entre as moléculas de
surfactante.

O espectro de absorcdo da NX em titulagdo com CTAB (Fig.4.23)

apresenta um leve deslocamento para o vermelho, levando a banda de 272 para
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276 nm, ademais ha uma pequena redugdo na absor¢ao nesta banda. A regido de
318 a 330nm ndo sofre praticamente nenhuma alteragdo. H4 um grande
espalhamento/absor¢do em comprimentos de onda abaixo de 250 nm, mas este se
deve exclusivamente ao surfactante.

E importante lembrar que na superficie de micelas catidnicas o pH local é
aumentado. Entdo, mesmo que a NX se associe as micelas em pH 10.8, ndo seria

esperado um aumento de fluorescéncia pois o grupo amina continuaria

desprotonado.
0.3 1 [CTAB] (mmol.L™)
] —0
—25
—48
g 027 —90
g —16,7
< ] ——23,0
o
(%]
£  01-
0.0

I I
250 300 350
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.23. Espectro de absorgdo da NX em solugao aquosa (tampéo universal pH 10,8) e o efeito
da titulagdo com CTAB.

\

A NX tem a intensidade de fluorescéncia aumentada a medida que a
concentracdo de CTAB se torna maior (Fig. 4.24). No entanto, as altera¢des nos
espectros de fluorescéncia sugerem apenas que algumas moléculas passam a
forma zwitteridnica e o grafico inserido na Fig. 4.24 deixa claro que ndo ha
saturacdo no aumento na intensidade de fluorescéncia.

Como ¢ possivel ver pela Fig. 4.25, o tempo de vida foi alterado apenas
pelo aparecimento de uma contribuig¢do ao redor de 4,2 ns, que se deve a impureza
no surfactante. Tal impureza tem fluorescéncia muito baixa e por isso foi imper-
ceptivel nos outros pHs. S6 o deixa de ser desprezivel quando a fluorescéncia de

NX ¢ também bastante reduzida. O tempo de vida de NX continua em 1,17 ns.
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Figura 4.24. Espectro de fluorescéncia da NX em solugdo aquosa (tampao universal pH 10,8) e o
efeito da titulagdo com CTAB. Insergéo: variagao da intensidade de fluorescéncia em 420 nm como

fungdo da concentragédo de CTAB.
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Figura 4.25. Decaimento da fluorescéncia da NX em solugéo aquosa ( tampéao universal pH 10,8) e

o efeito da titulagdo com CTAB. Aexcitacao = 330 NM € Aemisszo = 410 nm.

Conclui-se que ndo ¢ possivel através de medidas de fluorescéncia
intrinseca obter a constante de associacdo de NX anidnica com micelas de CTAB,

J& que essa espécie nao ¢ fluorescente.
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